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Frecuencia de anticuerpos contra Neospora caninum en ganado
bovino del noreste de México

Frequency of Neospora caninum antibodies in cattle from
northeastern Mexico

José Antonio Salinas Meléndez*  Javier de Jesus Mora Garcia®*  Juan José Zarate Ramos™*
Victor Manuel Riojas Valdés*  Gustavo Hernandez Vidal*  Guillermo Davalos Aranda*
Rafael Ramirez Romero***  Luis C. Galan Alejo*  Ramiro Avalos Ramirez*

Abstract

The objective in this study was to determine the frequency of antibodies against Neospora
caninum in dairy and beef cattle from northeastern Mexico. A total of 44 farms belonging to
different counties of the states of Coahuila, Nuevo Leon and Tamaulipas were sampled. Five
hundred ninety one samples were included. A commercial kit was used for screening antibod-
ies against Neospora caninum. A frequency of 45% was found in the state of Coahuila, 40%
in Nuevo Leon, and 16% in Tamaulipas. The frequency for the northeastern region was 36%.
These results indicated that dairy and beef cattle are positive for the protozoon Neospora
caninum in serology tests. Thus, zoo sanitary programs are needed for control and eradication
of this disease and thereby improve production in northeastern Mexico.
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Resumen

El objetivo en esta investigacion epidemioldgica fue determinar la frecuencia de anticuerpos
contra Neospora caninum en ganado lechero y productor de carne en la zona noreste de
México. El presente estudio se llevd a cabo con 44 hatos bovinos pertenecientes a diferentes
localidades de Coahuila, Nuevo Ledn y Tamaulipas. En el estudio se analizaron 591 muestras
de ganado bovino. Para la deteccion de anticuerpos contra Neospora caninum se utilizd un
producto comercial. En Coahuila se observé una frecuencia de 45%; en Nuevo Ledn, 40%; y
en Tamaulipas, 16%. La frecuencia en la region noreste de México fue de 36%. Los resultados
obtenidos del presente estudio permitieron establecer la existencia de animales seropositivos
al protozoario Neospora caninum, en el noreste de México. La evidencia seroldgica fue
advertida tanto en produccion de leche como de carne. Tales datos indican que deben
aumentarse los esfuerzos en el drea zoosanitaria relacionada con las campafias de control
y erradicacion de las enfermedades para tener adecuadas condiciones y alcanzar mejores
niveles de produccion en la zona de estudio.
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Introduction

n 1984, a protozoon was reported for the first time

as the causal agent of myositis and encephalitis

in six Boxer breed pups from Norway, that were
negative for Toxoplasma gondii.' in serum tests. Eight
similar cases were described in dogs from the United
States of America in 1988, from which a protozoon was
isolated and called Neospora caninum, and neosporosis
the corresponding disease.” Subsequent studies have
shown that Neospora caninum has a wide range of
hosts, among which we find domestic animals, such as
cattle, cats, dogs, goats, horses and wild animals like
coyotes, foxes and wolves.*” Based on seroepidemiology
studies, reports from several parts of the world
have indicated that neosporosis in dairy and beef
cattle causes reproductive impairment leading to
big economic losses due to high abortion rates.” In
England,® Ireland,’ Scotland,'” Germany,'' Holland,'"
Switzerland," Sweden'* and Spain,'® Neospora caninum
has been reported in association with abortions in
bovine cattle.

Neosporosis was detected in Mexico in 1997 from
an aborted male five-month Holstein fetus that showed
typical lesions in histology. Immunohistochemistry tests
(IHQ) confirmed the parasite.'® Also, a recent study
found serology evidence for neosporosis in dairy cattle
of certain regions in Mexico.'"!®

Mexican serology studies found a 72% of frequency
in cows from herds with abortion rates of 13 to 30%
in the last three years (epizootic abortion) and 36%
rates in cows from herds with 12% abortion rates a year
(enzootic abortion). Therefore, it is believed that this
disease might be widely distributed in the main dairy
cattle herds in Mexico."”

Retrospective studies showed that Neospora caninum
has been endemic at least since 1957 in the United
States.” In bovine cattle, the disease is mainly ver-
tically transmitted,”” *' although horizontal transmis-
sion? has also been reported, as well as through calo-
strum.” Transplacental transmission has been exper-
imentally induced in dogs,”** cats,® sheep,’ bovine
cattle®® and mice.” Transplacental infection is possi-
ble several times in the same animal.?

Most of the literature references about Neospora
caninum infection control are from Europe and the
United States of America, where different studies have
been conducted to establish the distribution of this
parasite. In the American Continent, California, USA,
is considered an endemic area for the disease, with a
33% frequency in dairy cattle herds.” Also, the para-
site has been identified in 24.4% of aborted fetuses
subjected to histopathology tests in reference labora-
tories in Mexico.” Since bovine neosporosis has only
been recently recognized in Mexico,'*'® seroepidemi-
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Introduccion

n 1984 se notific6 por primera vez un

protozoario como causante de miositis y

encefalitis en seis cachorros de la raza Boxer,
en Noruega, los cuales resultaron serolégicamente
negativos a Toxoplasma gondii.' En 1988 casos similares
fueron descritos en perros de Estados Unidos de
América, a partir de los cuales se aislé un protozoario
que se denominé Neospora caninum y la enfermedad
respectiva como neosporosis.” Estudios subsecuentes
han demostrado que Neospora caninum tiene amplio
rango de hospederos, entre éstos se encuentran
animales domésticos, como bovinos, felinos, caninos,
ovinos, equinos, y animales silvestres, entre ellos
coyotes, zorros y lobos.”” Con base en estudios
seroepidemiolégicos, se ha informado en diversas
partes del mundo que la neosporosis en el ganado
productor de leche y productor de carne causa
alteraciones reproductivas provocando fuertes
pérdidas econémicas debido al alto grado de abortos
que produce.” En Inglaterra,® Irlanda,’ Escocia,"
Alemania," Holanda," Suiza,” Suecia'* y Espana'
ha sido reportado Neospora caninum asociado con el
aborto en bovinos.

En México la neosporosis fue detectada en 1997 en
un feto abortado de la raza Holstein, macho, de cinco
meses de gestacion, que presento lesiones histologicas
caracteristicas, confirmandose presencia del parasito
a través de inmunohistoquimica (IHQ).' Por otro
lado, en un estudio reciente se encontré evidencia
serolégica contra la neosporosis en ganado lechero
en ciertas regiones de México.'”"

Existen estudios serolégicos realizados de México,
donde se encontré seroprevalencia de 72% en vacas
de hatos con tasas anuales de abortos entre 13% y 30%
en los dltimos tres anos (aborto epizodtico) y de 36%
en vacas de hatos con tasas de abortos hasta de 12%
anual en los ultimos tres anos (aborto enzootico),
por lo que se consideré que la enfermedad podria
estar ampliamente difundida en los principales hatos
lecheros mexicanos."”

Estudios retrospectivos demostraron que Neospora
caninum ha sido endémico por lo menos desde
1957 en Estados Unidos."” En bovinos, la principal
via de transmisién es vertical,”?' pero también
se ha notificado transmision horizontal® 'y
experimentalmente por via calostro.” La transmisién
transplacentaria ha sido inducida experimentalmente
en perros,”* gatos,* ovejas,® bovinos®* y ratones.* La
infeccién transplacentaria puede ocurrir en repetidas
ocasiones en el mismo animal.?’

Europa es el continente con mayor nimero de
referencias con el interés en conocer y controlar la
infeccion por Neospora caninum al igual que Estados



ology studies have been so far scanty. Specific antibody
screening for Neospora caninum in bovine sera has been
very useful and acceptable for diagnostic purposes of
this infection, and has proven to be adequate for sero-
epidemiology research. 72125

The ELISA technique has lately been accepted as
consistent, objective and accurate,” ™ with high sensi-
tivity and specificity and more practical in terms of the
number of samples that can be analyzed as compared
to IFAT (immunofluorescent antibody test).”***%

In 1995, Paré et al. reported 89% sensitivity and 97%
specificity with ELISA. Other laboratories described a
sensitivity and specificity of 92%-98% and 87%-100%,
respectively.” No cross reactions with other protozoa
have been described, including Toxoplasma gondii.37

Since in northeast Mexico there is some informa-
tion about bovine neosporosis, the objective of this
investigation was to conduct a seroepidemiology study
in dairy and beef cattle from different localities using
a commercial product.

Material and methods

This study was conducted in 44 bovine herds using
convenient sampling in 2003. Forty one herds were
dairy cattle and three were beef cattle (Table 1).

Serology tests were performed at the Veterinary
Research Unit for Infections and Genetic Diseases
from the Veterinary School at the University of Nuevo
Leon. Five hundred ninety one samples were collected
for the study, of which 90% were from dairy cattle
and 10% from beef cattle. The animals belonged to 16
counties from northeastern Mexico of which 14 were
dairy cattle and 2 were beef cattle. Out of the 16 herds,
4 were found in Coahuila, 8 in Nuevo Leon and 4 in
Tamaulipas (Table 1).

Out of 591 animals, 87% were Holstein-Friesian,
3% a cross of Holstein-Freisian, and 10% pure Cha-
rolais. Indirect Elisa was used to screen for anti-Neos-
pora caninum antibodies according to the method and
cutoff of a commercial reagent.*

Serology samples were collected with coccygeal vein
puncture using vacuum glass tubes without anticoagu-
lant.**

Results

Results obtained in the counties from Coahuila, Mexico
are shown on Table 2. The four counties had sero-
positive animals to Neospora caninum. The San Bue-
naventura County had 26% frequency, while Candela
County had 28%. In Saltillo, the rate was 37% and 61%
in Torreon. Likewise, Table 2 shows that out of the 185
animal samples in the Coahuila counties, 84 were posi-
tive, giving a 45% rate for this state.

Unidos, en ellos se han realizado diversos estudios
para establecer la distribuciéon de este parasito. En
el continente americano, California, Estados Unidos
de América, es considerado una zona endémica de
la enfermedad, con prevalencias de 33% en hatos
lecheros.”® Ademas, se ha identificado el parasito en
24.4% de los fetos abortados sometidos a examenes
histopatol6gicos en los laboratorios de referencia.*
Debido a que la neosporosis bovina se reconocio
recientemente en México,'™'® los estudios seroepide-
miologicos hasta la fecha han sido escasos. La
deteccion de anticuerpos anti-Neospora caninum
especificos en el suero de bovinos ha sido muy util
y satisfactoria para el diagnoéstico de la infeccion
y ha demostrado ser adecuada para investigaciones
seroepidemiolégicas. '3

Recientemente se ha reconocido que la técnica de
ELISA es consistente, objetiva, rapida y precisa;m'33
proporciona alta sensibilidad y especificidad, siendo
mas practica respecto del nimero de muestras que se
pueden analizar en comparacion con la [FAT. %%

Paré et al., en 1995, notificaron 89% de sensibilidad
y 97% de especificidad en el caso de ELISA. Otros
laboratorios describieron sensibilidad y especificidad
de 92%-98% vy 87%-100%, respectivamente.”® No
se han descrito reacciones cruzadas con otros
protozoarios, incluyendo Toxoplasma gondii.”’

Debido a que en el noreste de México no existe
poca informacion acerca de la neosporosis bovina,
el objetivo del trabajo fue realizar un estudio
seroepidemiologico en hatos de bovinos productores
de leche y productores de carne de diferentes
localidades de esta region mediante la utilizacion de
un producto comercial.

Material y métodos

El presente estudio se llevo a cabo en 44 hatos bovinos
mediante un muestreo de conveniencia en 2003. Se
destinaron 41 hatos de animales a la produccién de
leche y tres de animales destinados a la produccion de
carne (Cuadro 1).

El analisis serolégico de las muestras se realiz6 en la
Unidad de Investigacién Veterinaria en Enfermedades
Infecciosas y Genéticas, de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Auténoma
de Nuevo Leon. Para el estudio se obtuvieron 591
muestras, de éstas 90% correspondieron a ganado
productor de leche y 10% a ganado de carne. Los
animales procedian de 16 municipios del noreste de
México, de los cuales 14/16 eran de hatos destinados
ala produccion de leche y el resto, 2/16, eran destina-
dos a la produccion de carne. De los 16 hatos, 4/16
pertenecieron a Coahuila, 8/16 a Nuevo Le6n y 4/16
a Tamaulipas (Cuadro 1).
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Cuadro 1

LOCALIZACION Y TIPO DE PRODUCCION DE LOS HATOS MUESTREADOS EN EL
NORESTE DE MEXICO PARA EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE NEOSPOROSIS

LOCATION AND TYPE OF PRODUCTION OF HERDS SAMPLED FOR NEOSPOROSIS
DIAGNOSIS BY SEROLOGY IN NORTHEASTERN MEXICO

State County Samples SCJLZZZS’;IZ/: " Beef cattle  Dairy catile ]Ij: oeifgss Z;eset’;jj
Coahuila Candela 36 4 - 36
Saltillo 16 1 - 16
San Buenaventura 38 5 - 38
Torreon 95 2 - 95 185
Nuevo Leon Anahuac 18 2 - 18
Linares 29 2 29 -
Marin 63 1 - 63
Paras 10 1 - 10
Pesqueria 30 1 30 -
Sabinas H. 38 5 - 38
Vallecillo 64 8 - 64
Zuazua 10 1 - 10 262
Tamaulipas Diaz Ordaz 29 3 - 29
Guerrero 36 1 - 36
Nuevo Laredo 37 2 - 37
Rio Bravo 42 5 - 42 144
Total 16 591 44 59 532 591

Concerning frequency of neosporosis in Nuevo
Leon, Table 3 shows results from eight counties
included in this research. All counties had seropositive
animals to Neospora caninum. In Linares the rate was
39%, Paras 20%, Vallecillo 56%, Marin 38%, Zuazua,
70%; Anahuac, 78%. The total frequency found in
Nuevo Leon was 40%.

Regarding frequency in Tamaulipas, Table 4 shows
results from the counties studied. Diaz Ordaz and Rio
Bravo counties had seropositive animals to Neospora
caninum, while no seropositive animals were found in
Guerrero and Nuevo Laredo. The frequency in the
Rio Bravo County was 38%, while in Diaz Ordaz it was
24%. The total frequency for Tamaulipas was 16%.
The same table shows seropositive animals for each of
the counties, with 16 positive tests in Rio Bravo and 7
in Diaz Ordaz.
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De 591 animales, 87% correspondieron a la raza
Holsein-Friesian, 3% a una cruza de las razas Holstein-
Friesian y 10% a la raza Charolais. Para la deteccion
de anticuerpos anti-Neospora caninum, se utilizo la téc-
nica indirecta de ELISA, con el método y punto de
corte descrito por un reactivo comercial *

Las muestras serologicas fueron obtenidas por
puncion de la vena coccigea utilizando tubos de vidrio
al vacio sin anticoagulante ®*

Resultados

En el Cuadro 2 se muestran los resultados obtenidos
en los municipios de Coahuila, México. Los cuatro

*HerdChek Neospora caninum Antibody Test Kit Laboratorios IDEXX,
Westbrook Maine 04092, USA.
**Vacutainer®, Becton Dickinson & Co. Franklin Lakes, NJ, USA



Cuadro 2

FRECUENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA Neospora caninum EN BOVINOS LECHEROS
DE LA RAZA HOLSTEIN-FRIESIAN EN CUATRO MUNICIPIOS DE COAHUILA

PREVALENCE OF ANTIBODIES AGAINST Neospora caninum IN HOLSTEIN-FRIESIAN
DAIRY CATTLE IN FOUR COUNTIES FROM COAHUILA

County Candela Saltillo San Buenaventura Torreon Total

Number of animals 36 16 38 95 185

sampled

Positive 10 6 10 58 84

Negative 26 10 28 37 101

Prevalence 28 37 26 61 45
Cuadro 3

FRECUENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA Neospora caninum EN BOVINOS LECHEROS DE
LA RAZA HOLSTEIN-FRIESIAN EN SEIS MUNICIPIOS (ANAHUAC, MARIN, PARAS,
SABINAS, VALLECILLOY ZUAZUA)Y BOVINOS DE CARNE DE LA RAZA
CHAROLAIS EN DOS MUNICIPIOS (LINARES Y PESQUERIA) DE NUEVO LEON

PREVALENCE OF ANTIBODIES AGAINST Neospora caninum IN HOLSTEIN-FRIESIAN DAIRY
CATTLE IN SIX COUNTIES (ANAHUAC, MARIN, PARAS, SABINAS, VALLECILLO Y
ZUAZUA ) AND CHAROLAIS BEEF CATTLE IN TWO COUNTIES (LINARES AND

PESQUERIA) FROM NUEVO LEON

County Anahuac Linares Marin Paras Pesqueria Sabinas Vallecillo Zuazua Total
Number of 18 29 63 10 30 38 64 10 262
animals

sampled

Positive 14 3 24 2 3 15 36 7 104
Negative 4 26 39 8 27 23 28 3 158
Prevalence

78 10 38 20 10 39 56 70 40
Discussion municipios presentaron animales seropositivos a

The frequency of Neospora caninum was identified in
dairy and beef cattle in several counties of Coahuila,
Tamaulipas and Nuevo Leon. Herds from four coun-
ties were studied in Coahuila and results were con-
sistent with those described by Morales et al.,'” who
found 47% frequency, while in this study a 45% rate
was found, but the author did not identify the counties
giving such a rate.

Neospora caninum. Se observé frecuencia de 26% en
el municipio de San Buenaventura, mientras que en
Candela fue de 28%. En Saltillo, el resultado fue
de 37% y para Torreén de 61%. Asimismo, en el
Cuadro 2 se aprecia que de 185 animales que fueron
muestreados en los cuatro municipios de Coahuila,
84 resultaron positivos, obteniéndose una frecuencia
para el estado de 45%.

Por otra parte, respecto de la frecuencia de
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Cuadro 4

FRECUENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA Neospora caninum EN BOVINOS LECHEROS
DE LA RAZA HOLSTEIN-FRIESIAN EN CUATRO MUNICIPIOS
DE TAMAULIPAS

PREVALENCE OF ANTIBODIES AGAINST Neospora caninum IN HOLSTEIN-FREISIAN DIARY
CATTLE IN FOUR COUNTIES FROM TAMAULIPAS

County Diaz Ordaz Guerrero Nuevo Laredo Rio Bravo Total
Number of animals 29 36 37 42 144
sampled

Positive 7 0 0 16 23
Negative 22 36 37 26 121
Prevalence 24 0 0 38 16

There are several diagnostic methods to screen for
Neospora caninum parasites in animals. Such methods
are greatly variable in terms of cost-benefit ratios.
Serodiagnostic methods are a good option because
they are simple, cheap, sensitive and specific, as com-
pared to other methods, such as molecular diagnosis.
However, although apparently molecular methods are
more expensive, they are more sensitive than serology
since they identify the presence of the parasite rather
than the antibodies. The ELISA test was used in this
research work as a diagnostic test, a method that has
proven to be more consistent, objective, fast, accurate,
as well as more sensitive and specific compared to
IFAT, according to Pare et al.®

In this study, Torreon proved to have the greatest
frequency of Neospora caninum, a location with the larg-
est milk production in the state, which could confirm
the correlation between the highest milk production
and greater frequency of the disease.

In Nuevo Leon there are no previous reports about
serology screening in animals positive to Neospora cani-
num, however, the frequency found for that state is
similar to the one reported by Morales et al.’” The vari-
ability in frequency should be considered, since the
country, region and diagnostic method play a role.™ It
must be mentioned that in results from Nuevo Leon,
both dairy and beef cattle proved to be seropositive
to Neospora caninum, with the highest rate found in
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neosporosis en Nuevo Leén, en el Cuadro 3 se
muestran los resultados de los ocho municipios que
se incluyeron en esta investigacion. En todos los
municipios se detectaron animales seropositivos a
Neospora caninum. En Linares fue de 10%, al igual
que en Pesqueria. En Sabinas Hidalgo se observo
frecuencia de 39%; en Paras, 20%; en Vallecillo, 56%;
en Marin, 38%; en Zuazua, 70%; en Anahuac, 78%.
La frecuencia total encontrada en Nuevo Leén fue de
40%.

Con referencia a la frecuencia en Tamaulipas, en
el Cuadro 4 se muestran los resultados observados en
los municipios estudiados. Respecto de la deteccion
de animales seropositivos a Neospora caninum, dichos
municipios fueron Diaz Ordaz y Rio Bravo, mientras
que los que no presentaron animales seropositivos
fueron Guerrero y Nuevo Laredo. La frecuencia
encontrada en el municipio de Rio Bravo fue de 38%,
mientras que en Diaz Ordaz fue de 24%. La frecuencia
encontrada en Tamaulipas fue de 16%. En el mismo
cuadro se observan los animales seropositivos para
cada uno de los cuatro municipios, en donde Rio
Bravo presenta 16 positivos; mientras que en Diaz
Ordaz los animales positivos fueron siete.

Discusion

En este trabajo se determiné la frecuencia de Neospora



dairy cattle, consistent with results reported by other
authors, 33341

Finally, the lowest frequency was found in the state
of Tamaulipas as compared to Coahuila and Nuevo
Leon. Milk production in Tamaulipas is less than in
Coahuila and Nuevo Leon. Vertical transmission has
been identified as more important than horizontal
transmission of the disease,”*? so in herds where there
are no animals with good production traits, infected
animals meant to increase production are introduced
in the herd, which spread the disease through healthy
carriers.”” It must be pointed out that information
about this disease is scanty in Mexico, so the impact of
the parasite on reproductive problems in dairy cattle
has not often been studied. The reported data are but
a small part of the information required to understand
the role of Neospora caninum in production problems
in the country, so there is a need of further research in
this area.

The results in this study show that there is immuno-
logic evidence for neosporosis in dairy as well as beef
cattle from northeastern Mexico.
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caninum en hatos lecheros y de carne en diversos
municipios de Coahuila, Tamaulipas y Nuevo Le6n; en
el primero se estudiaron hatos de cuatro municipios,
y los resultados obtenidos son consistentes con los
descritos por Morales et al.,” quienes encontraron
frecuencia de 47%, mientras que en el presente trabajo
se determiné una frecuencia de 45% para el mismo
estado; sin embargo, no especifica los municipios a
partir de los cuales se obtuvieron esos datos.

Existen diferentes alternativas diagnosticas para
detectar presencia del pardasito Neospora caninum
en un animal, dichos métodos presentan gran
variabilidad respecto de su costo-beneficio. Los
métodos serodiagnosticos constituyen una buena
alternativa, ya que resultan sencillos, econémicos,
sensibles y especificos respecto de otras alternativas
diagnoésticas, como las moleculares, que aunque
aparentemente los métodos moleculares son mas
costosos, éstos son mas sensibles que los métodos
serologicos, ya que determinan la presencia del
parasito y no anticuerpos como en el caso de
los serologicos. En este trabajo se utiliz6 como
alternativa diagnéstica la técnica de ELISA, método
serodiagnéstico, que, a decir de Pare et al,” ha
mostrado ser mds consistente, objetiva, rapida, precisa,
asi como mas sensible y especifica respecto del IFAT.

En el presente estudio se presenté la mayor
frecuencia en Torreon, que posee la mayor produccion
lechera en dicho estado, lo que pudiese ratificar la
correlacion entre la mayor produccién lecheray mayor
prevalencia de la enfermedad.

En Nuevo Le6n no existen informes previos sobre
la deteccion serolégica de animales positivos a Neospora
caninum; sin embargo, la frecuencia encontrada para
ese estado es similar a la observada por Morales et
al'” Hay que considerar que la variabilidad de la
prevalencia es influida por el pais, la region y la
técnica diagnéstica empleada.®® Cabe mencionar que
los resultados obtenidos en Nuevo Le6n demuestran
animales seropositivos a Neospora caninum, tanto en
hatos lecheros como de carne, observandose mayor
frecuencia en los hatos destinados a la produccion
lactea, lo que es equiparable a estudios realizados por
otros autores.”* !

Finalmente, en Tamaulipas se encontré Ia
frecuencia mas baja en relaciéon con la observada
en Coahuila y Nuevo Leén. Cabe mencionar que
Tamaulipas posee una produccién lactea inferior a
la de Coahuila y Nuevo Leén. En el caso de la
transmision de la enfermedad, se ha reconocido
que la forma vertical es mds importante que la
horizontal,*** por lo que en hatos donde no existen
animales con buenas caracteristicas de produccion
y con la finalidad de incrementar la produccion
del hato se introducen animales infectados, éstos
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pueden diseminar la infeccién via portadores sanos.”’
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enfermedad es escasa en el ambito nacional, por lo
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